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United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Prv/ctal Pla7a 0 

Washington, DC 20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing: 

26 March 1998 (26.03.98) 




International application No.: 
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Applicant's or agent's file reference: 

Le A 31 778-PC Rt 


International filing date: 

08 September 1997 (08.09.97) 


Priority date: 

18 September 1996 (18.09.96) 


Applicant: 

CORREA, Roberto et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X I in the demand filed with the Internationa! preliminary Examining Authority on: 

05 March 1998 (05.03.98) 



I I in a notice effecting later election filed with the international Bureau on: 



2. The election | X [ was 

[ I was not 

made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer: 


The International Bureau of WlPO 


34, chemin des Colombettes 




1211 Geneva 20, SwiUerland 


J. Zahra 


Facsimile No.: (41-22)740.14.35 


Telephone No.: (41-22)338.83.38 
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From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTIFICATION CONCERNING 
DOCUMENT TRANSMITTED 



Date of mailing (day/month/year) 
29 March 1999 (29.03.99) 



International application No. 
PCT/EP97/04866 



To: 



United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 



International filing date (day/month/year) 
08 September 1997 (08.09.97) 



Applicant 

BAYER AKTIENGESELLSCHAFT et al 



The International Bureau transmits herewith the following documents and number thereof: 

copy of the English translation of the international preliminary examination report (Article 36(3){a)) 



The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

R. E. Stoffel 
Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/310 (July 1992) 



002545447 



PATENT COOPERATION TL aTY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



AA 



Applicant's or agent's file reference 
LeA3l 778-PCRt 


FOR FURTHER ACTION Notification of Transmittal of International 
Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EP97/04866 


International filing date {day/month/year) 
08 September 1997 (08.09.1997) 


Priority date {day/month/year) 
18 September 1996 (18.09.1996) 


international Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/42, C07K 14/09, A61K 39/135, GOIN 33/68 


Applicant 


BAYER AKTIENGESELLSCHAFT 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



_ sheets, including this cover sheet. 



KA This report is also accompanied by A>fNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basisof the report 
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Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

05 March 1998 (05.03.1998) 


Date of completion of this report 

13 January 1999 (13.01.1999) 


Name and mailmg address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/EP97/04866 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis o( (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



I I the international application as originally filed. 

. the description, pages 1 - 34 

pages 

pages 

pages 



as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



4,5 



1 - 12 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9. 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



09 October 1998 (09.10.1998) 



I I the drawings, sheets/fig , 
sheets/fig , 
sheets/fig ^ 
sheets/fig . 



. , as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments, have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



3 ^ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 

See SxipplementsLl Box 



Form PCTAPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNAXrONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



rmitional iipplicatitm No. 
PCT/EP 97/04866 



SupplementaJ Box 

(To he used when (he space in an\' of the prcccdinu boxes is not su(Ticicnt) 

C\miinLialion oi': I • 3 » 

1- The subject matter of Claims 4 and 5 goes beyond the 
original disclosure. 

Originally disclosed are FMDV vaccines for swine 
which contain peptides derived from L/L', 1a/ IB, IC, 
2B, 2C, 3A, 3B, 3C and 3D and for cattle which 
contain peptides derived from ID, 2B, 2C, 3A and 33 
(see page 3, lines 25-30, and the original Claims 4 
and 5 ) • 

The omission of the restriction "for swine" and "for 
cattle" in the new Claims 4 and 5 therefore extends 
the subject matter of these claims in a manner which 
is unallowable under PCT Article 34(2) (b). 

2. The present report is therefore based on the original 
version of Claims 4 and 5. 



rormPCr;IPEA'409 (Supplemental Box) (Januan- 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



termitional appliciition No. 
PCT/EP 97/04866 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



I. Statement 

N'oveliy(N) 

Inventive step (IS) 
Indastrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Cliiims 
Claims 



1-12 



1-12 



1-12 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 



Since the subject matter of the present claims 
validly claims the priority of 18.09.96, the P 
document cited in the international search report is 
considered to be irrelevant for the preliminary 
examination report. 

Novelty (PCT Article 33(2)) and 
Inventive step (PCT Article 33(3)) 

The present invention pertains to FMDV vaccines based 
on peptides with a sequence of at least 8 amino acids 
which corresponds to a partial sequence from the 
unstructured protein area of the FMDV (see Claim 1). 

The prior art proceeds for this purpose from 
-^structured proteins of the F^4DV. Thus, since none of 
the documents cited in the international search 
report discloses the subject matter of Claim 1, the 
latter appears to be novel and inventive. 

The PCT does not contain uniform criteria for 
assessing the industrial applicability of Claims 9 to 
12 in their present form. Patentability can also 



Form PCr/I PEA/409 (Box V) (Januar>' \994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



crnational application No. 
PCT/EP 97/04866 



(Continuation of V.2) 

depend on the wording of the claims. The EPO, for 
example, does not recognize industrial applicability 
of claims to the use of a compound in a medical 
treatment; it does, however, allow claims to the 
first use of a known compound in a medical treatment 
or to the use of such a compound in the manufacture 
of a drug for a new medical treatment. 



rormPCr/I PEA/409 (Box V) (Januar>' 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAtVIINATION REPORT 



rnaiiona! applicaiu.xi N*o. 
|PCT/EP 97/04866 



vni. Certain observations on the international application 



The Ibllou ini: obsen alions on the clarity of ihc claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported h\' the description, are made: 

1. The subject matter of Claim 1 requires a person 

skilled in the art to investigate all unstructured 
proteins or fragments thereof with a minimum length of 
8 amino acids in regard to their antigenicity and 
successful use in immunization against FMDV, 

This problem cannot be solved with reasonable ' 
experimental outlay. In this regard. Claim 1 defines 
the subject matter of the invention by reference the 
problem to be solved, but does not indicate the 
solution itself. 

Consequently, Claim 1 does not comply with the 
requirements of PCT Article 6 (lack of clarity). 

,2. The restriction of the teaching of Claim 1 to 

specific, explicitly named unstructured proteins by 
Claims 4 and 5 does not basically remedy the above- 
mentioned defect of Claim 1. 

3. Since the other claims do not remedy this defect 

either, the entire set of claims is considered to be 
defective under PCT Article 6 for lack of clarity. 



Form IKH' I PEA/409 (Box VIII) (Januar>' 1994) 



VERTRAG U; ... . DIE INTERNATIONALE ZUSAMi. _lMARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

Le A 31 778-PC Rt 


WEITERES S'6he Mitteilung tiber die Ubermittlung des Internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/iSA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 97/04866 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

08/09/1997 


(Fruhestes) Priorltatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

18/09/1996 



BAYER AKTIENGESELLSCHAFT et al . 



Dieser intemationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen RecherchenbehOrde erstellt und wird dem Anmelder qemaB 
Artikel 18 Obermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermlttelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfalBt insgesamt _3 Blatter. 

Daruber hinaus liegt Ihm jeweils eine Kopie der In diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Teohnik bei. 



1 . Q Bestimmte Ansprtiche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheitllchkeit der Erfindung{siehe Feld II). 



3. \j] In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oderAmlnosSuresequenz offenbarf die intemationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

[x1 clas zusammen mit der internationalen Anmeldung eingerelcht wurde. 

I I das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

I I dem jedoch kelne ErklSrung beigefugt war, daB der Inhalt des Protokolls nicht iiber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Passu ng hinausgeht. 

I I das von der Internationalen Recherchenbehdrde in die ordnungsgemSBe Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezel chnung der Erf Indung 

[xl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

nn wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

I I wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser BehGrde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbeh6rde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vortegen. 



6, Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentlichen: 

Abb. Nr. ^ Q wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/lSAy210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



Inter ales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/04866 



A. KLASSinZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12N15/42 C07K14/09 A61K39/135 G01N33/68 



Nach der Internatlonalen Patent Massif Ikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikatlon und derlPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestpr(lfsto« (Ktasslfikatlonssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C07K A61K GOIN 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoffgehdrende VerCffentlichungen, soweit diesounter dte recherchierten Geblete fallen 



wahrend der internatlonalen Recherche konsuttierteetektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALSWESENUICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorle*" 



Bezeichnung der Veroffentllchung. soweit erforderiich unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



J 
J 



EP 0 204 480 A (LILLY CO ELI) lO.Dezember 
1986 

siehe Seite 6, Zelle 3 - Zeile 25; 
Anspruche; Beispiele 

US 5 256 641 A (YATVIN MILTON B ET AL) 
26.0ktober 1993 
siehe Spalte 7 

, WO 83 03547 A (BITTLE JAMES L;LERNER 
/ RICHARD A) 27.0ktober 1983 
siehe Anspruche; Beispiele 

US 4 140 763 A (BACHRACH HOWARD L ET AL) 
20.Februar 1979 
siehe Anspriiche; Tabelle 1 

-/- 



1-6 



1,2,4-6 



1-5 



Weitere Veraffentilchungen sind der Fortsetzung von FeW C zu 
entnehmen 



iLl 



Siehe Anhang Patertfamiile 



* Besondere Kategorien von angegebenen Verflffentiichungen : T' 
"A" Ver6ffentlichung, die den altgemeinen Stand der Technik deflnlert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" aiteres Dokument, das jedoch erst om oder nach dem internatlonalen 
Anmeldedatum verdffentllcht worden Ist 

"L" Verdffentitehung, die geelgnet ist, einen Prioritatsanspruch zwetfelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum elner 
anderen im Recherchenbericht genannton Verdffentltehung betegt werden -y' 
soil Oder dte a us einem anderen besonderen Gmnd angegeben Ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentllchung, die sich auf eine mundllche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezleht 

■P' Verftffentllchung, die vor dem Intemationaten Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspriichten Prioritatsdatum verfiffentlichtworden Ist 



Spatere Verdffentltehung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verdffentlteht worden Ist und mit der 
Anmeldung nicht kollkJIert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Effindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

' Verdffentlfchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrurwl dleser Verfiffentiichung nteht als neu oder auf 
erflnderischer Tatigkelt beruhend betrachtet werden 

' VerOffentltehung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischerjatlgkett beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verfiffentllchung miteiner oder mehreren anderen 
Verdffentllchungen dleser Kategorle In Verblndung gebracht wird und 
diese Verblndung fOr einen Fachmann naheliegend Ist 

Veroffentllchung, die MItglled derselbenPatentfamllie ist 



Datum des Abschlusses der Inteniatlonalen Recherche 



22,Januar 1998 



Absendedatum des internatlonalen Rechercbenberlchts 



06/02/1998 



Name und Postanschrift der Internatlonalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.8. 5818 Patentlaan2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtlgter Bediensteter 

Fuhr, C 
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tnteri ales Aktenzefchen 



PCT/EP 97/04866 
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C.<Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorte" 


Bezelchnung der Verdffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betrachtkommenden Telle 

/ _ 


B«tr. Anspruch Nr. 


P,X s/ 


wo 89 09228 A (WELLCOME FOUND ; COOPERS 
ANIMAL HEALTH (GB)) B.Oktober 1989 
/siehe Anspriiche; Belspiele 1,2 

US 5 639 601 A (SAEKI TAKAKIYO ET AL) 
17.Jun1 1997 

siehe Anspruche; Bel spiel 7 


1,2,4-6 
1-6,9,10 



Fofmblatt PCT/!SA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Ju!i 1992) 
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tnformdiion on patent family members 



Intt oat Application No 

PCT/EP 97/04866 



Patent document 


Publication 




ralclll lajIDiy 






cited in search report 


date 




member(s) 




date 


EP 0204480 A 


10-12-86 


AT 


396248 


B 


26-07-93 




AU 


595531 


B 


05-04-90 




AU 


5821286 


A 


11-12-86 




CN 


1019267 


B 


02-12-92 




UL 




A 

M 


Cf \Jo yc 




DK 


251286 


A 


04-12-86 




EG 


17812 


A 


30-08-90 




HK 


101692 


A 


24-12-92 




JP 


61282398 


A 


12-12-86 




SU 


1662338 


A 


07-07-91 




US 


4732971 


A 


22-03-88 


US 5256641 A 


26-10-93 


US 


5149794 


A 


22-09-92 




All 


4670093 


A 






EP 


0650371 


A 


03-05-95 




JP 


7509227 


T 


12-10-95 




WO 


9401138 


A 


20-01-94 




US 


5543389 A 


06-08-96 




US 


5543390 


A 


06-08-96 




us 


5543391 


A 


06-08-96 


WO 8303547 A 


27-10-83 


CA 


1253298 


A 


25-04-89 




DE 


3382459 


A 


1 0—1 9-01 




DK 


574383 


A 


13-12-83 




EP 


0105346 


A 


18-04-84 




us 


4544500 


A 


01-10-85 




US 


4769237 


A 


06-09-88 


US 4140763 A 


20-02-79 


NONE 






WO 8909228 A 


05-10-89 


AT 


117319 


T 


15-02-95 




AU 


631350 


B 


26-11-92 




AU 


3417589 


A 


16-10-89 




DE 68920735 


D 


02-03-95 




DE 68920735 


T 


24-05-95 




DK 


230090 


A 


24-09-90 




EP 


0406316 


A 


09-01-91 




HU 


210966 


B 


28-09-95 




JP 


3503416 


T 


01-08-91 




LV 


10626 


B 


20-10-95 



Form PCTyiSA/210 (patent family annex) (July 1992) 
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Info. ._.(on on patent family members 



h. Jonal Application No 

PCT/EP 97/04866 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



US 5639601 A 



17-06-97 



JP 8320324 A 



03-12-96 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July t992) 



page 2 of 2 



VERTRAG UBER Dii- INTERNATIONALE ZUSAMIv.-NARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



Frec 

s 



•0 1 5 JA^! 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBe'rICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
Le A31 778-PC 


u/ciTPRPQ unDnPWiPM siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
W tl 1 tn vUMLicncn vo^iaufiggn Prtifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP97/04866 


Internattonales Anmetdedatum (Tag/Monat/Jahr) 
08/09/1997 


Priority date (Tag/Monat/Jahr) 
18/09/1996 



Internationale Patentklassifikation (IPK) oder Rationale Klassifikation.und IPK 
C12N15/42 



Anmelder 

BAYER AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1 . Dieser Internationale vorlautige Prutungsbericht wurde von der mtt der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde ersteltt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 Qbermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter etnschlieBlich dieses Deckblatts, 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handetl es sich um Blatter mit Beschreibungen. AnsprOchen und/oder 
Zefchnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde 
vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venvaltungsrichtlinien zum PCT). 



Diese Aniagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berlchts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, ertinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Ertlndung 

Begruridete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerbtichen Anwendbarkeit; Unterlagen und ErklSrungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmetdung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


Hi 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 



05/03/1998 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. (+49-89) 2399-0. Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

^3. otej 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Heckl, K 

Telefon (+49-89) 2399-8430 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04866 



I. Grundiage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundiage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-34 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

4,5 ursprungliche Fassung 

1 ^ (2 eingegangen am 13/10/1998 mit Schreiben vonn 09/10/1998 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



3. S Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

siehe Beiblatt 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuhelt(N) Ja: Anspruche 1-12 

Nein: Anspruche 

Ertinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-12 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (G A) Ja: Anspruche 1-12 

Nein: Anspruche 



Formblatt PCT/lPEA/409 {Felder l-VIII. Blatt 1 ) {Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzelchen PCT/EP97/04866 



2. Unterlagen und Er1<larungen 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarhert der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden. ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/lPEA/409 {Felder l-VIII. Blatt2) {Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT- BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04866 



ad Sektion 1 

1. Der Gegenstand der Anspruche 4 und 5 geht Ciber die ursprungliche Offenbarung 
hinaus. 

Urspriinglich offenbail sind MKSV-Vakzinefiir Schweine, die Peptide abgeleitet 
aus Ul\ 1A, 18, 1C. 28, 2C, 3A, 38, 3C, 3D enthalten, bzw. fiir Rinder, die 
Peptide abgeleitet aus 1D, 28, 2C, 3A, 38 enthalten (siehe Seite 3, Zeilen 25-30 
und die ursprunglichen Anspruche 4 und 5). 

Das Weglassen der Einschrankung "fur Schweine" bzw, "fiir Rinder" in den 
neuen Anspruchen 4 und 5 erweitert daher den Gegenstand dieser Anspruche in 
einer Weise, wie dies Art.34(2)(b) PCT nicht gestattet. 

2. Dem vorliegenden Bericht werden daher die Anspruche 4 und 5 in ihrer 
ursprunglichen Fassung zu Grunde gelegt. 

ad Sektion V 

1 . Da der Gegenstand der vorliegenden Anspruche die Prioritat vom 1 8.09.96 zu 
Recht in Anspruch nimnnt, ist das im internationalen Recherchenbericht genannte 
P-Dokument fur den vorlaufigen internationalen Prufbericht als gegenstandslos 
zu betrachten. 

2. Neuheit (Art.33(2) PCT) und 
Erfinderische Tatigkeit (Art.33(3) PCT) 

Die vorliegende Erfindung betrifft MKSV-Vakzine auf der Basis von Peptiden mit 
einer Sequenz von mind. 8 Anfiinosauren, die einer Teilsequenz aus dem 
Nichtstrukturproteinbereich des MKSV entsprechen (siehe Anspruch 1). 

Der Stand der Technik geht dafiir von Strukturproteinen des MKSV aus. Da also 
keines der im ISR genannten Dokumente den Gegenstand von Anspruch 1 
offenbart, noch nahelegt, ist derselbe als neu und erfinderisch anzusehen. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04866 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



3. Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspriiche 9 
bis 12 gewerblich anwendbar sind, enthalt der PCT keine eindeutigen Kriterien. 
Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. 
Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von Anspruchen, die auf die 
medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich 
anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, die auf eine 
bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die 
Verwendung einer solchen Verbindung zur Herslellung eines Arzneimittels fur 
eine neue medizinische Anwendung gerichtet sind. 

ad Sektion VIII 

1. Der Gegenstand von Anspruch 1 fordert vom Fachmann, alle 
Nichtstrukturproteine bzw. Fragmente davon mit einer Mindestlange von 8 
Aminosauren auf deren Antigenizitat und erfolgreiche Verwendbarkeit in der 
Immunisierung gegen MKSV zu untersuchen. 

Diese Aufgabe kann nicht mit einem vernunftigen experimentellen Aufwand gelost 
werden. Insofern beschreibt Anspruch 1 den Gegenstand der Erfindung durch die 
zu losende Aufgabe, ohne jedoch die Losung selbst anzugeben. 

Anspruch 1 erfullt daher nicht die Erfordernisse von Art.6 PCT (mangelnde 
Klarheit). 

2. Die Einschrankung der Lehre von Anspruch 1 auf bestimmte, wortlich genannte 
Nichtstrukturproteine durch Anspruche 4 und 5 stellt keine wesentliche 
Verbesserung des eben genannten Mangels von Anspruch 1 dar. 

3. Nachdem auch die weiteren Anspruche diesen Mangel nicht beheben, ist der 
gesamte Anspruchsatz unter Art.6 PCT wegen mangelnder Klarheit zu 
beanstanden. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA-Apri! 1997) 



Patentanspriiche 



L MKSV-Vakzine auf der Basis von Peptiden mit einer Sequenz von minde- 
stens 8 Aminosauren, die einer Teilsequenz aus dem Nichtstrukturprotein- 
bereich des MKSV entspricht, die durch Immunreaktivitat mit MKSV spe- 
zifischen Antikorpem oder durch Immunreaktivitat mit MKSV spezifischen 
T-Lymphozyten selektiert wurde, 

2. MKSV-Vakzine gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dalJ die Peptide 
aus 8 bis 35 Aminosauren bestehen. 

3. MKSV-Vakzine gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali die Peptide 
aus 8 bis 15 Aminosauren bestehen. 

4. MKSV-Vakzine gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Peptide Teilen von Bereichen auf dem Genom des MKSV 
entsprechen, die fur die Proteine L/L', 2B, 2C, 3A, 3B, 3D kodieren. 

5. MKSV-Vakzine gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Peptide 
Teilen von Bereichen auf dem Genom des MKSV entsprechen, die fur die 
Proteine 2B, 20, 3A, 3B kodieren. 

6. Peptide wie in einem der Anspriiche 1 bis 5 definiert. 

7. Peptide gemaB Anspruch 6, die durch Kupplung an Carrierproteine oder 
inaktivierte Viren modifiziert sind. 

8. DNA-Sequenzen, die fur Peptide gemaB, Anspruch 6 oder 7 kodieren. 

9. Verwendung der MKSV-Vakzine gemaB Anspruch 4 zur Immunisierung von 
Schweinen. 



WJIENOEO SHEiT 



Verwendung der MKSV-Vakzine gemaB Anspruch 5 zur Immunisierung von 
Rindem. 

Verwendung von Peptiden gemal3 Anspruch 6 oder 7 in Detektionssystemen 
zum Nachweis MKSV infizierter Tiere, zur Unterscheidung vakzinierter und 
infizierter Tiere oder zur Immunisierung von Tieren gegen MKSV-Infek- 
tionen. 

Verwendung von Peptiden gemaB Anspruch 6 oder 7 zur Herstellung von 
Detektionssystemen zum Nachweis MKSV infizierter Tiere, zur Unter- 
scheidung vakzinierter und infizierter Tiere oder zur Herstellung von 
Vakzinen zur Immunisierung vonTieren gegen MKS V-Infektionen. 



AMENDED SHEET 
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Patentanspruche — 

1. MKSV-Vakzine auf der Basis von Peptiden mit einer Sequenz von minde- 
stens 8 Aminosauren, die einer Teilsequehz aus dem Nichtstrukturprotein- 
bereich des MKSV entspricht, die durch Immunreaktivitat mit MKSV spe- 
zifischen Antikorpem oder durch Immunreaktivitat mit MKSV spezifischen 
T-Lymphozyten selektiert wurde. 

2. MKSV-Vakzine gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali die Peptide 
aus 8 bis 35 Aminosauren bestehen. 

3. MKSV-Vakzine gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dalJ die Peptide 
aus 8 bis 15 Aminosauren bestehen. 

4. MKiSV-Vakzine gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Peptide Teilen von Bereichen auf dem Genom des MKSV 
entsprechen, die fur die Proteine L/L', 2B, 2C, 3 A, 3B, 3D kodieren. 

5. MKSV-Vakzine gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Peptide 
Teilen von Bereichen auf dem Genom des MKSV entsprechen, die fiir die 
Proteine 2B, 2C, 3 A, 3B kodieren. 

6. Peptide wie in einem der Anspruche 1 bis 5 defmiert. 

7. Peptide gemaB Anspruch 6, die durch Kupplung an Carrierproteine oder 
inaktivierte Viren niodifiziert sind. 

8. DNA-Sequenzen, die ftir Peptide gemaB Anspruch 6 oder 7 kodieren. 

9. Vervvendung der MKSV-Vakzine gemaB Anspruch 4 zur humunisierung von 
Schweinen, 



SHEET 
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Vervvendung der MKSV-Vakzine gemaB Anspruch 5 zur Immunisierung von 
Rindem. 

Verwendung von Peptiden gemaB Anspruch 6 oder 7 in Detektionssystemen 
zum Nachweis MKSV infizierter Tiere, zur Unterscheidung vakzinierter und 
infizierter Tiere oder zur Immunisierung von Tieren gegen MKSV-Infek- 
tionen. 

Vervvendung von Peptiden gemaB Anspruch 6 oder 7 zur Herstellung von 
Detektionssystemen zum Nachweis MKSV infizierter Tiere, zur Unter- 
scheidung vakzinierter und infizierter Tiere oder zur Herstellung von 
Vakzinen zur Immunisierung vonTieren gegen MKSV-Infektionen, 



ANTRAG 



Dor Untorzeichncte bcantragt, daO die vorlicgeiide 
internationalc Anmeldung nach dein Veiirag ubcr die 
internaiionale Zusammenarbeit auf deni Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Vom Antiicldcamt auszuCiillcn 



InlcnuUionatcs Aktcn/.cichon 



I lUc mat ion ales Anincldcdiiiuin 



-J- 



Name des Anmeldeamts mid "PCT International Application" 



Aktcnreichen des Anmcldcrs odcr An waits (falLs' ficniinsdu) 
(max. 12 Zciclicn) , . « . -.^ « 

Le A 31 778-Pr nt 



Fcid Nr. I IJEZEICHNUNC DER ERFINDUNG 

Immunogene Peptide von Maul- und Klauenseuche-Viren 



FcId Nr. 11 ANMELDER 



Name und Anichnft: (Famtlteimame, Vontamc: bfi juristischen Pcrsonm vollslandhe amtlichc 
BczeichmuJK. Bei der Anschriff stnJ die PostUitzahl und der Name des Staats anzttgebeii Dcr 
in diesem Feld in der Anscbnft angegebene Stoat ist der Staat des Sitzex oder Wolinsitzes des 
Anmelders. sofern nachstehend kein Stoat des Sifzes odcr Wolinsitzes ani^ef^eben ist ) 



BAYER AKTIENGESELLSCHAFT 
51368 Leverkusen, 

DE 



I 1 Dicse Person ist 
' — ' gieichzeitig Erfmder 



Telcfonnr.: 






0214 


30 


71166 


Tclefaxnr.: 






0214 


30 


34 82 



Fcmschrcibnr.: 

85 101-265byd 



Staaisangehorigkeii (Staat): 

OE 


Sitz Oder Wohnsitz (Sta 

DE 


at): 


DiCse Person isiAnmclder i j aiic Bcsiim- RTl allc Bcscimmungsstaatcnmii Ausnuhmc j 1 nurdic Vcreinigten | 1 die im Zuwufeld 

fiirfolgendcStaalen: | 1 munssstaatcn L^LJ dcr Vcrctnigtcn Staaicn von Amcrika i | Staatcn von Amcrika | | angegebencn Staaicn 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (VVEITERE) ERFINDER 





Name und Anschnft: (Familienname. Vorname: bei jurlstischen Personen voUstandige amtliche 
Bezeichmm. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats airueeben Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsifes deK 
Anmelders. so/cm nachsiehend kein Staat des Sitzes oder Wolinsitzes an^e^ehen ist ) 



Correa , Roberto 
Heymannstr. 59 
D 51373 Leverkusen 
DE 




Dicse Person ist: 
I I nur Anmeldcr 

[ )( [ Anmelder und Erfmder 

□ nur Erfmder (Wird dieses Kdstclien 
angekretizt. so sind die nachstehcnden 
Angaben nicht notig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
UY 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Diesc Person ist Anmelder i 1 aUcBcstim- 

fiirfoIgendeStaatcn: | | i 



mungsstaaten 



□ atlcBcsiimmungsstaatcnmilAusnahmc nurdie Vcrcinigtcn I | die im Zusatzfcld 
dcr Vcreinigten Staaten von Amerika |a | Staatcn von Amcrlka | | angegcbcncn Siaaten 



Weiiere Anmelder und/oder (weitere) Erfmder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Feld Nr. IV ANVVALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person wird hicrmit bestellt/ist bestellt worden. urn fiir den (die) Anmelder 1 — ] 

vor den zustandigen intemationalen Behorden in folgender Eigenschafi zu handeln als: I I ^"^^'^'^ 



~y1 gemeinsamer 
LiJ Vertreter 



Name und Anschrift: (Faniilienmine, Vomame: beijunstisclwi Personen voUstandige amilicheSe-eichnune 
Bet der Anschrift smd die Postleitzahl und der Name des Staats anzuj^eben. ) 

BAYER AKTIENGESELLSCHAFT 
51368 Leverkusen, DE 


Telcfonnr.: 

0214 30 71166 


Tckfa.xnr.: 

02H 30 34 82 


Femschrcibnr.: 

85 101-265byd 


1 1 Dieses Kiistchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwali oder gemeinsamer Veareter bestellt ist und statt dessen in) obiscn Feld 
I i cine spozietlc Zustellanschrift angegeben ist. 



Formblau PCT/RO/lOl (Btau I) (Januar 1997: Nachdruck Juli 1997) 



Sielie Anmerkttngcn zu diesem Ant nigs formidar 



Le A 31 778-PC BUm Nr, 



ForLsctzuiij; von Fcid Nr. HI WEITEUK ANMFXDER UND/ODKR (WKITERE) KK FINDER 


Wird kcincs dcr folgcitdcn Fcidcr hcnutzt, so ist dieses Blatt dcm Antrag tiicht beizufugcn. 


Name uiid Ansclinll: (hamtlicinuitite, Vomame: ba jttristischcn i'crsown voUstamlivc amtlidtc 
Oczeklmioiv. lid dcr Aivtchnjt siiid die Pastteiluihl umi dcr Name dcs Sutats onzttvebett Ocr 
in dicscnt held in dcr Aiischrtft an^'esebene Staat ist dcr Sunu dcs SiiU'x oder Wdhnii'cx de^ 
Anmclders. sofem michstehend kcin Slaat des Sitzes odcr Wohnsiizcs ani^efiebcti ixt.) 

Hehnen , Hans-Robert 

Am Trerichsweiher 19 

D 53721 Siegburg . / 


Dicsc Person isl: 
I 1 nur Anmcldcr 

Anmelder und Erfindor 

1 1 nur Erfindcr {V^ird dieses Kilstchen 

1 1 angekreuzt. so sind die nackKtcficndcn 

Angahennidundii^.) 


Staaisangehorigkeii (Staat): 
DE 


Silz Oder Wohnsitz (Staal): 


furfoIgcndcSiaatcn: i 1 mungj«iaa(cn | 1 dcr Vcrcin.gtcn Staatcn von Amcrika LXJ Scaaten von Amcrika | | angcgct:.KnS^aatcn 


Name und Anschrifl: {familiemame, Voniame; bet juristischen Personen voltstditdijie amdiclie 
Bezeichmmt^- Bei dcr Anschrifi sind die Posdeitzahl und der Name des Stoats an'ugehen Der 
in diesem teld in dcr Ansclinft angecebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnut^es des 
Anmclders. sofem nachstehena kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes anjiegeben ist.) 

Pfaff, Eberhard 
Karl-Wagenplast-Str. 39 
74193 Schwaigern / 


Dicsc Person ist: 
1 1 nur Anmcldcr 

1 X| Anmelder und Erfindcr 

1 1 nup Erfmder {Wird dieses Kastchen 
1 — 1 angekreuit, so sind die nachstehenden 
A ngaben niclit nntig, } 


Siaatsangehorigkoit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diesc Person is(An.ncldcr [— jallcBcstim- [— | aMc BcstimmungsstaatenmUAu^ |— 1 nurdie Vcrcinigtcn f—l die im Zusatifcid 
Fur folgcnde Staaten: | 1 mungs«aatcn | 1 dcr Vcrcmigten Siaatea von Amcrika UA Scaatcn von Amcrika | | angcgebcncn Siaaien 


Name und Anschritt: (Famdtenname. Vomame: bci juristischen Personen vollstandine amdiche 
Bezeichmme. Bei dcr Anschri/t sind die Postleitzfihl und der Name des Staats an-uhcben Der 
in diesem Fcld in der Anschnft angegehcne Staat ist dcr Siaat de.% Sitzes oder Wohnsife^ des 
Anmeldcrs. so/cm nocbstehend kein Staat des Sitzes oder Wolinutzes angegeben ist.) 

Saalmuller, Armin 
Beethovenstr .37 / 
D 72766 Reutlingen 1/ 
DE ^ 


Dicsc Person isi: 
1 1 nur Anmcldcr 

1 X| Anmelder und Erfmder 

1 1 nur Erfindcr (Wird dieses Kastchen 
1 — ' angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angabennichtnotig.) 


Slaatsangehoriakeii (Siaat): </ 
DE 


S^jt^er Wohnsitz (Staat): 


DiesePcrMjaisiAniiKldcr i 1 alle Btsiim- | 1 allcB«iiraniuns.«iaa<cnmiiAusnahmc f— 1 nurditVercinigwn 1 1 dieiniZuMizfcId 

rurfolgcndiSlaaleir. 1 1 mungsslaaien I 1 dcr Vereinigten Staaten von Anierika IXJ Staaien von Amcrika I I angegebenenStaattn 


Name und Anschril'i; ( Faniilieimame. Vomame: bei junstischen Personen vollslandige aniiliche 
Bezeicluwiix. Bei der Anschrifi sind die Posileilvhl und der Name des Slaals an-ugeben Der 
in diesem Feld in der Anschnfi angetebene Siaat isi der Siaat des Siizes oder Woiinsif es des 
Anmclders. sofem nacnslehend kein Staat des Sit-es oder Wolmsitzes angegeben ist.) ' ■ 

Pauly, Thomas /" / / VP/' 
Vischerstr. 18 ^^^i^o/^' y/SO 
0^72072 Tubingen f'^^^^ d^ZuM'^lcO 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X| Anmelder und Erfmder 

;*^| 1 nur Erfmder (Wird dieses Kastchen 
' J 1 — 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 
y Angaben nick nbtig. ) 


Staatsangehorigkcil (Staat): 

nF 


Sitz 00 Wohnsitz (Staat): 

DE 


Dicsc Person ist An.ncldcr | | a!lc Bcsiim- | 1 allc Bcstimmungssiaatcnmii Ausnahmc 1 1 nurdic Vcrcinigtcn | 1 die im Zusaizfcld 

fur folgcnde Staaten: | 1 mungsstaatcn | 1 dcr Vcrcmtgten Staaten von Amcrika [XJ Staaten von Amcriki | | angcgebcncn Staaten 


Weitcre Amncldcr und/oder (weiiere) Erfindcr sind auf eincm zusatzlichen Fortscizungsblatt angegeben. 



Formblati PCT/RO/101 (Fortselzungsblaii) (Januar 1997; Nachdruck iuli 1997) SieUe Anmerkimgen lu diesem Antragsformular . 



Le A 31 778-PC 



ForLsctzunR von Fctcl Nr. Ill VVEITERli: ANMELDER UND/OOEU (WEITERE) ERFINOER 


Wird kcincs dcr folgcndcn Fclder bmuizt, so ist dieses ItlaU dcm Antrag nicht bcizujtigcn. 


Name unci Ansclirifi: {Famitlcnnamc, Vontame: bci juristischctt Pcrsoncn volhUindif^c anuUrbc 
Bncichmmv. Bd tier Ansdtrift strut die Posfleitzahl und der Name dcs Staats animcben, Dcr 
in diesciii held in der Anscltnft anf*ecebcne Staat ist der Staat dcs Sitzcs odcr Wolmsitzes ties 
Anmelders. sofent mtclistehcnd kein Staat des Si ties oder Wolmsitzes anfjcaehen ist.) 

Hohlich, Bettina 
Kostlinstr, 9 y 
D 72074 Tubingen 


Dicsc Person ist: 
1 1 nur Anmeldcr 

|X 1 Anmeldcr und Erfindor 

1 1 nur Erfindcr (Wird dieses Kastchen 
1 — 1 angekreuzt, so sind die naclistehenden 
Angaben nicht notig.) 


StaaLsangehorigkcit (Staat): 
DE 


^tz Oder Wohnsttz (Staat): 
OE 


Di«c Person ist Annwldcr i laiicBcsum- I 1 aI!cB«timmufig«laatcnmUAusnahmc fyl nurdic Vcreinigicn 1 1 die im Zusaufcid 

rUrfo!]iondcSlaalcn: | 1 mungsstaaicn | 1 dcr Vcrcinigtcn Staatcn von Amcrika LAI Siaatcn von Arnica 1 | angegcbcncn Staatcn 


Name und Ansclmft: (Famitienname, Vorname; bet juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeicltmmg. Bet der Anschrift sind die PostUitzahl und dtr Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angeeebene Staat tst der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofent nachstehena kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Glatthaar-Saalm Oiler, Bernadette 
Beethovenstr , 37 . 
D 72766 Reutlingen ^^y^ 


Dicsc Person ist: 
1 1 nur Anmeldcr 

1 ^1 Anmeldcr und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1 — 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angahen nicht notig.) 


Staalsanschorigkett (Staat): Ky 
OE ^ 


Si|z Oder Wohnsttz (Siaat): 


Dicsc Person ist Anmcldcr i | alle Bestim-' | I allcBcsiimmungsstaaicnmitAusnahme nri nurdic Vcrcinigtcn | 1 die im ZuMtzfcld 

rurfoIgcndcStaaten: | 1 mungssmicn LJ dcr Vcreinigtcn Staatcn von Amcrika \2A Staatcn von Amcrika 1 | angegcbcncn Staatcn 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Beteichmaig. Bei der Anschrift sind die Postleitzphl und der Nome des Staats anzugebcn, Der 
in diesem Feld in dcr Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders. sofeni nachstehena kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Wiesmuller, Karl-Heinz 
Rappenberghalde 33 
D 72070 Tubingen . 
DE / 


Dicsc Person ist: 
1 1 nur Anmeldcr 

1 X 1 Anmeldcr und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
I — 1 angekreuzt. so sind die naclistehenden 
Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkctt (Staat): 
DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Die« Person ist Annielder i | alle Bcsiim- | | altc BcstimmungsstaaienmiiAusnahme rTTl nurdicVercinigicn 1 1 die im Zusaizfcld 

fur folgende Staatcn: | 1 mungsstaatcn | 1 der Vcrcinigtcn Staatcn von Amcrika L?y Staatcn von Amcrika | | angegcbcncn Staatcn , . 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezcichntmg. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl tmd der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in dcr Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofeni ttachstehena kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist,) 


Diesc Person ist: 
1 1 nur Anmeldcr 

1 1 Anmeldcr und Erfinder 

I 1 nur Erfindcr (VV^W (/f>j« Kastchen 
I — 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig. ) 


Siaatsangcliorigkeii (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Dlcsc Person hi Anmeldcr i i Bestim- 1 1 allc Bcstimmungsstaaicn mit Ausnahmc | 1 nurdic Vcrcinigtcn 1 1 die iin Zusaiifcld 

fur folgende Staatcn: 1 1 mungsstaatcn \ I dcr Vcrcinigtcn Staaicn von Amcrilca \ | Staatcn von Amcrika | | angegcbcncn Staatcn 


[ ] Weitcrc Antiielder und/odcr (weiterc) Erfinder sind auf cineni zusatzlichen Fortscizungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/KO/IOI (Fortsctzungsblati) (Januar 1997) Siehe Anmerhmgen ztt diesem Aniragsfomiulor 



Fcid Nr. V BESTIMMUNG VOI - I AATEN 



pic folgcnden Bcstimmungen nach Kegel 4.9 Absatz a wcrden hi 
tin Kdstchcn mufi angckreuit werden): 

Rcgionalcs Patent 

0 AP 

EA 



termitvorgcnommenrterf/^M/j/jr^dif/iff^fl^drrcA«flnit^ — 



weiterc Staat, 



0 EP 



P ARIPO-Patcnt: KE Kenia. LS Lesotho. MW Malawi, SD Sudan SZ Swasiland LfG UpanHa .,nH \.a 
der Vcrtragssiaat des Harare- Pro toko Us und des PCT isi ^^asiland. UG Uganda und jeder 

Eurasischcs Patent: AM Armcnien. AZ Aserbaidschan. BY Belarus KG Kiroi^iicfan k'T i^«,^k.»o« ii>»r. « 
Moldau. RU Russische Federation. TJ Tadschikistan. TM T^irkSan u^ ^^?^^hVlk 
Eurasischen Patentiibercinkommens und des PCT ist und jcder wc.terc Siaat, der Vertragsstaat des 



Vertragsstaat des EuropaischenPatentabereinkommeTunddesP^^ ^'^^^^"^ J"^" 
OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafril-ant^rh^ d.«..v,i:(, r-n v r>r 
CM Kamemn. GA Gabun. GN Guinel. ML MaU^MR M^S NE^^^ 
undjeder wcitcre Staat, der Vertragsstaat der OAPI und de«: prr Ut /f^tt/J . 5 ocncgai, ii^ iscnaa. TG Togo 
K.^i/.r^ ««.fi«rtr wrVd; bine cufL gepZZ unU anT^b^?. !'"[ ^''""^'"'""f "der , in sons,iges 



0 OA 



0 
12 

El 

m 



AL Albanien 

AM Armcnien 

AT Osterreich 

Australicn 

Aserbaidschan 
Bosnicn-Hcrzegowina 
Barbados 



E 

IZl 
1^ 

m 

m 
m 
m 

E 
IZl 



AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



d 

Bulgarien ^ 

m 
a 

12 



Brasilien . 
Belarus 
Kanada 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein 

CN China 

CU Kuba 

CZ 



Tschechische Republik 



DE Dcutschland 

DK Danemark 

EE Esdand 

ES Spanien 

Ft Finnland 

GB Vereinigtes Konigreich 

IS,** GE Georgien 

0 HU Ungam 

0 IL Israel 

2 IS Island 

S JP Japan 

0 KE Kenia 

0 KG Kirgisistan 

(2 KP Demokratische Volksrepublik Korea g] 

■'• s 

KR Republik Korea 



12 
El 
0 

0 

0 
0 

13 
E 

m 



IS 
El 
IZl 
El 
IS 

m 



LU Luxemburg 

LV Lettland 

MD Republik Moldau * . ! 

MG Madagaskar 

MK Die ehcmalige jugoslawischc Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Nonvcgen 

NZ Ne usee land 

PL Polcn 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische F()deration 

Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowenien 

Slowakei 

Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika 

•/ 

UZ Usbekistan 

VN Vietnam 



SD 
SE 
SG 
SI 
SK 
TJ 



KZ 
LC 
LK 
LR 
LS 
LT 



Kasachstan Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 

nationalen Patents), die dem PCT nach der VeroffenUichung 
dieses Forrablatts beigetreten sind: 



Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 
Lesotho . . . 
Litaucn 



SI 

□ 



.GH..G.hana 



Ar,,T,elderzu,<ickg£nommengiIt.(D.>8«/fir;j,mf,fn„Bm-mm7n|?S t ^""^ 
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A 31 778-PC 



Blati Nr. 



(iusatzfcid Wird dUses Zusatzfeld nicht benutzt, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufUgen, 



Dieses Feld ist in folgenden FdiUn auszu/Utten: 

/. Wenn der Platz in einem Feld nicht fur alte Angaben In dUsem FaU sind mU dent Vermerk "Fortsetzung 
ausretchc ^ . ^ ». » 



insbesondere: 

i) Wenn mehr als dret Anmeldcr undfoder Erfinder 
vorhanden sind und kein Fonsetzungsblatt zur 
Verftigung steht: 

it) Wenn in Feld Nr. If oder /II die Angabe "die im 
Zusatzfeld angegebenen Staaten" angekreuzt ist:. 



Hi) Wenn der in Feld Nr. II oder III genannte Erfinder 
Oder Erfinder/Anmelder nicht fur alle Besdm- 
mungsstaaten oder fur die Vereinigten Staaten von 
Amerika als Erfinder henannt ist: 

iv) Wenn zusatzlich zu dem Anwaltfden Anwdlten, die in 
Feld Nr. IV angegeben sirui, weitere Anwdlte besteUt 
sind: 

v) Wenn in F eld Nr. V hei einem Stoat (oder bei OAPI) 
die Angabe "Zusatzpatent" , "Zusatzzertifikat" oder 
"Zusatterfmderschein" oder wenn in Feld Nr. Vbei 
den Vereinigten Staaten von Amerika die Angabe 
"Fortsetzung*' oder "Teilfortsetzung" hinzugefUgt 
wird: 

vi) Wenn die Prior it at von mehr als drei frUheren 
Anmeldungen beansprucht wird: 



2. Wenn der Anmelder fUr irgendein Bestimmungsamt 
die VergUnstigung nationaler Vorschriften betreffend 
unschddliche Offenbarung oder Ausnahmen von der 
Neuheitssch&Ilichkeit in Anspruch nimmt: 



Fortsetzung von Feld Nr. IX. 



1) 9o^j^ L 



Roberto Correa 



3) 



Eberhard P=faff 



5) X- 



Thomas Pauly . 




. a yon Feld Nn,,/' 

INummerdes Feldes angeben] die gleichen Angaben zu machen wie in 
dem Feld vorgesehen, das platzm&fiig nicht ausrelcht; 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr III" fur 
jede weitere Person die in Feld Nr. Ill vorgesehenen Angaben zu 
machen. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. II" 
"Fortsetzung von Feld Nr. Ill" oder *' Fortsetzung von Feld Nr. I! und 
Nr. HI" die Namen der Anmelder und neben jedem Namen der Staat oder 
die Staaten (und/oder ggf. Europdisches oder OAPI-Patent) anzugeben, 
fur die die bezeichnete Person Anmelder ist. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. II" oder 
"Fortsetzung von Feld Nr. Ill" oder "Fortsetzung von Feld Nr. II und 
Nr. Ill" der Name des Erfinders und neben jedem Namen der Staat oder 
die Staaten {und/oder g^. Europdisches oder OAPI-Patent) anzugeben, 
fur die die bezeichnete Person Erfinder ist. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. A^' fur 
Jeden weiteren Anwalt die gleichen Angaben zu machen wie in Feld 
Nr. IV vorgesehen. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. V" die 
Namen der betrejfenden Staaten (oder OAPI) und nach dem Namen jeder 
dieser Staaten (oder OAPI) das Aktenzeichen des Hauptschutzrechzs ■ 
oder der Hauptschutzrechtsanmeldung und das Datum der Erteilung des 
Hauptschutzrechts oder der Einreichung der Hauptschutzrechts- 
anmeldung anzugeben. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. VI" fur 
jede weitere frUhere Anmeldung die gleichen Angaben zu machen wie in 
Feld Nr. VI vorgesehen. 

I n diesem Fall ist mii dem Vermerk "Erkldrung betreffend unschddUch e 
Offenbarung oder Ausnahmen von der NeuheitsschddUchkeit" 
nachstehend diese Erklarung abzugeben. 



21 ■;7^-£4^ (Z^ 

Hans -Robert Hehnen 




6) 





Bettina Hohlich 



.{/l 8) 




rndd^'t^te Glatthaar-gaalmiiller Karl-Heinz Wiesmiiller 




Formblati PCT/RO/lOI (Zusatzblau) (Juli 1993) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformutar 



Le A 7/b-PC 



Blaii Nr. . .V . 



Kcid VI PRIOKITATSANSPKUCH 



Wei tore Prioritiilsan.spriichc .vind im Zusatz.fcid angccebcn. [ j 



Die rrioriliil dor folgcndcn I'riiliercn Aitnicldung(cn) wird hicnnit bc;iiispruchi: 



Sla;i( 

(Aninctitc- odiw itcsumniutifixxUtat 



Anmoldcdaiuin 
iTaji/Mothtf/Joltr) 



Aktcn/oicijon 



Annioldcanu 
(nm hci rcvUmaicr advr 
mtenutuomticr Anmdduna) 



(I) 



DE 



(2) 



(18,09.96) 
18. September 199fi 



196 38 044 .8 



(3) 



Aimctdeamt ixt imc Cebuhr kann vctianjtt urrtltn ): ^ 
Das Anmeldcanu wird hicrmit crsuclu. cine boglaubictc Abschrifl dcr oben in Zcile(n) 



□ 



bezeiclmetcn frUhcren Anmeldung(en) zu crsicllcn und dem Iniemationalen Biiro zu ubcrmitiein. 



Fcid Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



VVahl der Intcrnationalen RccherchenbcUorde {IS\) (Sind zwei oder mehr Itnematimxale 
Rfchcrcltcnhcht'irden fur die infrnuttioitale Recherche zustandis. ist der Name dcr Behorde anzit^ehen. 
die die internal ionaU Recherche durchjiihrcn soli: Zweihuchstahen -Code ^enu^t): * ISA/ 

FriiUere Rcclicrchc: AHJ:i(/(j//(rfi, wemi einc Recherche (iiuernatianale Recherche. Reclierche inteniauonater An odersonstice Recherche) bereit^ 
bet dcr mtcnumonalen Recherchenbehorde heamra^t oder van ihr dttrcheefiihrt warden ist und diese Behorde mm ersucht wtrd, die intemationale 
Recherche sowettwie modtch aufdie Eritehnisse emer solchen fnlheren Recherche zu stiitzen. Die Recherche oder dcr Recherchenantroc i,u durch 
An};ahe der hetreffendcnAnmeldtmg ( /;:u*. dereu Ubersetzuny ) oderdes Recherchcnantrufiszu bezeichnen. 

Siaai (Oder rosionalcs Ami): 



Datum {Ta^/SUmat/Jahr) 



Akienzcichen: 



Feld Nr. VUl KONTROLLISTE 



Diese intemationale Anmeldung umfallt: 



1 . Antrag : 

2. Bcschreibung 

3. Anspriichc : 

4. 21usammenfassung : 

5. Zcichnuncen : 



8 Blatter 
34 Blatter 
2 Blatter 
1 Blatter 
Blatter 



Insgesamt : ^3 Bliiitcr 



Dieser intcrnationalen Anmeldung licgen die nachsiehend angckrcuztcn Unterlagen bei: 
' • 5. (XH Blaarurdi=Gcbuh«nbc«=ch„ung 

2. I I Kopic der allgemeincn 6. I I Gesonderte Angabcn zu hinter- 
' — I Vollmachi i I legten Mikroorganismen 

3. I I Begriindung fur das Fehlcn 7. fyl Sequenzprotokolle fur Nucleotide 
' — ' der Unterschrift Li— J und/oder Aminosauren (Diskette) 

.Nr. VI kcunzcidmen): W U C k S C h Tl f 1 8 n b 6 S t 6 1 1 Un< 

1 Abbuchiing^ auf t r ag \ 



Abbildung Nr. 



dcr Zeichiumgen (falls vorhanden) soil mit der Zusammenfassung veroffentlichi werden 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Ver Name jc'der uliterzeidmatderrPe^^^^^^ der Unterschrift zu wiederhalen, undes ist anzugehen, sofeni sich dies nicht eindeutiv aus dem Antraii 

ergtbi. mw etcher Eigenschajt ate Person unicrzeu hnet. o j 



BAYER AKTIENGESELLSCHART 



Dr. Robert Krieg Dr.Kj.auV 



; Reuter 



Weitere Unterschriften 
s. Blatt 5 folgt 



- Vom Anmeideami auszufutlcn . 



I. Datum des tatsachUchen Eingangs dieser 
intcrnationalen Anmeldung: 



3. Gcanderies Eingangsdatum aufgrund nachtraalich. jcdoch 
fristocrecht cingcgangener Unterlagen oder ^eichnungen 
zur Vervollstandigung dieser iniemationalen Anmeldung: 



4, Datum des fristgcrechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstcllungen nach Artikel 1 1(2) PCV: 



2, Zcichnungcn 

□ einge- 
gangen: 



□ 



nicht cin- 
gegangcn: 



5, Vom Anmclder benannie 

Inicrnaiionalc Recherchenbehorde: 



ISA/ 



□ Ubermitilung des Rccherchenexemplars bis zur 
Zahlung der Rechcrchengcbuhr auTgeschoben 



Datum des Eingangs des Aktcnexcmplars 
bcim Intcrnationalen Biiro: 



• Vom Intcrnationalen Biiro auszufiillen . 



Formblatt PCT/RO/lOl (letztes Blaii) (Januar 1994; Nachdruck Juli 1997) 



Siehc Annierkun^^en zu dicsem Antra^sformulctr 



Le A 31 778 - 49 - 

Patent Claims - 

■•' V- 

1. FMDC vaccine based on peptides having a sequence of at least 8 amino 
acids, which corresponds to a partial sequence from the non-structural 
protein region of FMDV, which was selected by immunoreactivity with 

5 FMDV-specific antibodies or by immunoreactivity with FMDV-specific 

T lymphocytes. 

2. Peptides according to Claim 1, consisting of 8-35 amino acids. 

3. Peptides according to Claim 1, consisting of 8-15 amino acids. 

4. FMDV vaccine for pigs, in which the peptides according to Claim 1 
10 correspond to parts of regions on the genome of the FMDV which code for 

the proteins UL\ lA, IB, IC, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C and 3D. 

5. FMDV vaccine for cattle, in which the peptides according to Claim 1, 
conrespond to parts of regions on the genome of FMDV which code for the 

/ proteins ID, 2B, 2C, 3A and 3B. 

15 6. Peptides according to Claim 1, which are modified by coupling to carrier 
proteins or inactivated viruses. 

7. Peptides according to Claim 1, which are prepared by expression of the 
DNA sequences in recombinant systems. 

8. DNA sequences which code for the peptides according to Claim 1 and are 
20 contained in recombinant systems. 



9. 



Use of peptides according to Claim 1 in .detection systems for the detection 
of FMDV-infected animals, for the differentiation of vaccinated and infected 
animals or for the immunization of animals. 



Le A 31 778 - 50 - 

10. Use of peptides according to Claim I for the production of detection systems 
for the detection of FMDV-infected animals, for the differentiation of 
vaccinated and infected animals or for the production of vaccines for the 
immunization of animals against FMDV infections. 
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(54) Title: IMMUNOGENIC PEPTIDES OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUSES 

(54) Bezeichnung: IMMUNOGENE PEPTIDE VON MAUL- UND KLAUENSEUCHE-VIREN 

(57) Abstract 



This invention concerns FMDV-vaccines based on peptides with a sequence of at least eight amino acids which corresponds to a 
partial sequence from the unstnjctured protein area of FMDV which has been selected by immunoractivity widi FMDV-specific antibodies 
or by immunoreactivity with FMDV-specific T-lymphocytes, as well as their production and use. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft MKSV-Vakzine auf der Basis von Peptiden mit einer Sequenz von mindesten 8 Aminosauren, 
die einer Teilsequenz aus dem Nichtstnikturproteinbereich des MKSV .entspricht, die durch Immunreaktivitat mit MKSV-spezifischen 
Antik6rpem oder durch Immunreaktivitat mit MKSV-spezifischen T-Lymphozyten selektiert wurde, sowie ihre Herstellung und ihre 
Verwendung. 
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wo 98/12333 PCT/EP97/04866 

- 1 - 

Immunogene Peptide von Maul- und KJauenseuche-Viren 

Die vorliegende Erfmdung betrifft immunogene Peptide mit mindestens 8 Amino- 
sauren, die in Nichtstrukturbereichen des Maul- und Klauenseuche-Viajs (MKSV 
. Oder foot and mouth disease virus = FMDV) vorkommen. 

Die Maul- und Klauenseuche (MKS) ist eine akute Infektionskrankheit, die bei 
den wichtigsten Milch- und Fleischlieferanten - Rindern, Schweinen, Ziegen und 
Schafen - auftritt. 

Der Krankheitsverursacher ist ein Picornavirus, das Maul- und Klauenseuche Virus 
(MKSV). Es handelt sich dabei urn ein RNA- Virus mit einer 8,5 kb langen einzel- 
strangigen RNA mit Plusstrangpolaritat, das in verschiedenen Serotypen mit zahl- 
reichen Subtypen auftreten kann. Tiere, die sich von einer Infektion mit einem 
Serotyp erholt haben, bleiben fur eine Infektion mit einem anderen Serotyp vol! 
empfanglich. 

Die primare Replikation des Virus, nach einer Infektion iiber die Atemwege, findet 
im Pharynx statt. Danach werden benachbarte Lymphknoten infizieit und das 
MKSV tritt ins Blut uber. Uber das Blut breitet sich das Virus in die verschie- 
denen Organe und Gewebe aus. Klinische Symptome treten 2-14 Tage nach der 
Infektion auf, abhangig von Virusdosis, -stamm und Weg der Infektion. In weniger 
schwierigen Fallen ist die Infektion nach 14 Tagen uberwunden. Eine MKSV- 
Infektion verlauft bei alteren Tieren nur selten todlich, hat aber einen erheblichen 
EinfluC auf deren Produktivitat, Wachstum und Wohlbefmden. Aufierdem konnen 
die gesundeten Tiere das MKSV trotz hoher Antikorper-Titer ausscheiden und 
somit andere Tiere infizieren. Problematisch sind ebenfalls vakzinierte Tiere, die 
infektiosem Virus ausgesetzt waren. Diese Tiere konnen ebenfalls persistent infi- 
ziert bleiben, ohne klinische Symptome zu zeigen. Diese Tiere, die zwar gesund 
sind, aber trotzdem MKSV tragen, werden als "Carrier" bezeichnet und stellen 
eine emste Gefahr bei der Weiterverbreitung des MKSV dar. Eine Virusisolation 
aus Schweinen ist bis zu einem Monat nach der Infektion (Van Bekkum; 1973), 
bei Rindern sogar uber mehrere Jahre hinweg moglich (Hedger, 1970) 

Die Hulle der Viruspartikel besteht aus je 60 Kopien der 4 Strukturproteine lA-lD 
(Rueckert, 1990), die die einzelstrangige RNA einschliefien. Das Kapsid ist nicht 



wo 98/12333 



- 2 - 



PCT/EP97/04866 



behiillt und hat eine icosaedrische Form. Die Proteine IB-ID liegen zum Teil an 
der Oberflache, wahrend das Protein lA (PIA) im Inneren des Kapsids liegt. 

Die im N-terminalen Teil des Genoms kodierten Proteine lA-lD sind Struktur- 
proteine und bilden das icosaedrische Kapsid. Die Nichtstrukturproteine 2A-2C 
und 3A sind C-terminal kodiert und fiir die Virusreplikation verantwortlich. 

Die Bekampfung der MKS wird durch die einfache Ubertragbarkeit des Virus, 
seine Fahigkeit viele Tierarten zu infizieren und seine multiplen antigenen Formen 
erschwert. 

Die Vakzinierung gegen MKS erfolgte in Deutschland bis 1992 mit einer trivalen- 
ten Totvakzine fiir die Subtypen O, A und C. Diese aus inaktivierten Viren beste- 
hende Vakzinen sind jedoch thermisch instabii und garantieren keine lang anhal- 
tende Immunitat (Terpstra et al, 1989). Die Gefahr, die von den Impfstoffen aus- 
geht, besteht vor allem in der Anwesenheit von nicht inaktivierten Viren in der 
Totvakzine und der Freisetzung von Viren aus den jeweiligen Vakzineproduktions- 
statten (Beck et al., 1987). 

In der Europaischen Union (EU) gelten Handel sbeschrankungen fur Tiere, in 
denen Antikorper gegen das MKSV nachgewiesen werden konnen. Dies gilt so- 
wohl fiir Tiere, die eventuell eine Infektion uberstanden haben, als auch fur mit 
einer konventionellen Totvakzine immunisierte Tiere. 

Aus diesem Grund wird seitdem verstarkt versucht, bessere Impfstoffe gegen das 
MKSV zu entwickeln. Es ware woinschenswert, Impfstoffe in die Hand zu bekom- 
men, die sich durch eine langere Haltbarkeit, eine bessere Wirkung und groBere 
Sicherheit auszeichnen. Von Vorteil ware zudem Vakzinen oder Verfahren, die es 
ermoglichen, vakzinierte von infizierten Tieren zu unterscheiden. 

Drei Dinge miissen bei der Entwicklung von Vakzinen mit spezifischen Epitopen 
besonders beachtet werden: 

1. Der Polymorphismus von Proteinen des Pathogens tritt vor allem in den an 
der Immunantwort beteiligten Proteinabschnitten auf. Besonders RNA- 
Viren („Quasispezies") enthalten Regionen mit extrem hoher Sequenzvaria- 
bilitat. 
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2. Speziell bei der T-Zell-lmmunantwort besteht eine hohe Variabilitat einzel- 
ner Individuen der Wirtsart. Eine T-Helfer-Zelle erkennt in der Regel ein 
bestimmtes antigenes Peptid nur in Zusammenhang mit einem bestimmten 
MHC-II-Molekul (Schwartz, 1985). Jedes Individuum exprimiert einen 
eigenen Satz MHC-Molekiile, die von Genen mit hoher alleler Variation 
(MHC-Polymorphismus) kodiert werden. Daher kann eine T-Zell-Antwort 
gegeniiber Peptiden individuell verschieden sein. 

3. Die T-Zell-Fraktionen zeigen sehr heterogene Effektormechanismen, die 
allerdings in der Regel mit der MHC-Restriktion korellieren. (Mosmann et 
al., 1989). Fur das MKSV beim Rind konnten bislang nur MHC-II-restrin- 
gierte T-Helferfunktionen nachgewiesen werden (Glass et aL, 1989; Glass 
et ai., 1990; Glass et al., 1992; CoHen et al., 1991). 

Zur Herstellung von Peptidvakzinen mussen zuerst die immunogenen Bereiche des 
Pathogens bekannt sein, das heifit die Stellen eines Pathogens, die vom Immun- 
system der naturlichen Wirtsspezies, also von den B- oder den T-Lymphozyten 
von Rind und Schwein erkannt werden. Hieriiber liegen bislang keine Erkenntnisse 
vor. 

Es v^rde nun gefunden, daB man MKSV-Vakzinen herstellen kann auf der Basis 
von Peptiden mit einer Sequenz von mindestens 8 Aminosauren, die einer Teilse- 
quenz aus dem Nichtstrukturproteinbereich des MKSV entspricht, die durch 
Immunreaktivitat mit MKSV spezifischen Antikorpern oder durch Immunreaktivi- 
tat mit MKSV spezifischen T-Lymphozyten selektiert wurden. 

Seiche Peptide bestehen bevorzugt aus 8-35 Aminosauren, besonders bevorzugt 
aus 8-25 Aminosauren, ganz besonders bevorzugt aus 8-15 Aminosauren. 

Zur Herstellung einer MKSV Vakzine fur Schweine mussen solche Peptide Teilen 
von Bereichen auf dem Genom des MKSV entsprechen, die fur die Proteine L/L', 
lA, IB, IC, 2B, 2C, 3 A, 3B, 3C, 3D kodieren. 

Zur Herstellung einer MKSV Vakzine fiir Rinder mussen solche PeptideTeilen von 
Bereichen auf dem Genom des MKSV entsprechen, die fur die Proteine ID, 2B, 
2C, 3A, 3B kodieren. 
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Besonders bevorzugt sind daher Peptide, die Teilen von Bereichen auf dem 
Genom des MKSV entsprechen, die fur die Proteine 2A, 2B, 2C, 3A, SB, 3C, 3D 
kodieren. 

Im einzelnen seien hier die im Sequenzprotokoll genannten Peptide erwahnt. 

Besonders hervorgehoben seien die im Sequenzprotokoll genannten Peptide mit 
den ID-Nummern: 6, 8, 10, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 
29, 30, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 43, 44, 45, 48. 

Besonders hervorgehoben seien auBerdem die Peptide mit den ID-Nummern 12, 

13, 14, 22, 33, 37, 40, 41, 42, 45, 46, 47. 

Ganz besonders hervorgehoben seien die Peptide mit den ID-Nummern: 12, 37, 
40, 42, 45, 47, 48. 

Produkte, die diese Peptide beinhalten konnen sowohl fiir Immunisierungen zum 
Schutz gegen das Virus der Maul- und Klauenseuche, wie auch zum Nachweis 
einer MKSV Infektion, d.h. zu diagnostischen Zwecken verwendet werden. 

Wie bereits erwahnt, entsprechen die erfindungsgemaBen Peptide in Teilbereichen 
den Nichtstrukturproteinen des MKSV. Diese Bereiche werden durch Immunreakti- 
vitat mit MKSV spezifischen Antikorpern oder durch Immunreaktivitat mit MKSV 
spezifischen T-Lymphozyten bestimmt. 

Unter Immunreaktivitat in diesem Zusammenhang versteht man die Reaktivitat mit 
MKSV-spezifischen Antikorpern. Der Nachweis einer Reaktion erfolgt in diesem 
Fall uber eine Interaktion der MKSV-spezifischen Antikbrper mit den an eine 
Festphase gebundenen Peptiden uber einen Enzymimmunoassay der. eine 
Farbreaktion beinhaltet. Eine weitere Moglichkeit die Reaktivitat nachzuweisen 
besteht im Nachweis der Kompetition der Bindung der MKSV-spezifischen 
Antikorper an rekombinante virale Proteine durch die betreffenden Peptide. 

Unter Immunreaktivitat versteht man auch die Reaktivitat der Peptide mit 
Lymphozyten, die von MKSV-infizierten/vakzinierten Tieren gewonnen wurden. 
Diese Lymphozyten sind in der Lage nach Koinkubation mit den betreffenden 
Peptiden spezifische Reaktionen zu zeigen: a) vermehrtes peptidkonzentrations- 
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abhangiges Wachstum (eine peptidantigenspezifische Proliferation); b) eine 
peptidspezifische vermehrte Produktion von spezifischen Substanzen (Zytokine, 
2.B. lnterleukin-2); c) sowie die Differenzierung zu virusspezifischen zytolytischen 
T-Lymphozyten, die in der Lage sind, die betreffenden Peptide in Assoziation mit 
Molekulen, die vom Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility 
complex, MHC) kodiert werden, zu erkennen und Zellen, die die betreffenden 
Peptide an der Oberflache tragen zu lysieren. 

IVEKS-spezifische Antikorper sind Antikorper, die nach einer Vakzination oder 
nach einer Infektion mit dem MKSV im Tier gebildet werden und in der Lage 
sind gewisse Strukturen des MKSV zu erkennen und an diese Strukturen zu 
binden. Sie konnen ex vivo, in vitro mit Hilfe eines virusspezifischen Enzym- 
immunoassays nachgewiesen werden. Die JVOCSV-spezifischen Antikorper erken- 
nen dabei entweder das gesamte Virus, bestimmte virale Proteine oder Proteinfrag- 
mente in Form von Peptiden, die durch virusspezifische Sequenzen kodiert 
werden. 

MKS spezifische T-Lymphozyten konnen erhalten werden, indem man mononukle- 
are Zellen aus dem Blut MKSV-infizierter oder vakzinierter Tiere isoliert. 

Im folgenden wird eine Ubersicht iiber die zur Gewinnung der erfindungsgemafien 
Peptide moglichen Methoden gegeben. Diese Methoden soUen die Erfindung 
lediglich erlautern, nicht aber in irgendeiner Weise beschranken. 

Zur Gewinnung mononuklearer Zellen aus dem Blut (peripheral blood mono- 
nuclear cells, PBMC) von Schweinen wird heparinisiertes Blut (0,1 mg Heparin 
pro ml Blut) im Verhaltnis 1:2 mit PBS verdunnt. Davon werden bei Raum- 
temperatur je 30 ml auf 15 ml Ficoll-Hypaque (1,077 g/ml in 50 ml Rohrchen ge- 
schichtet. Nach einer Zentrifugation von 25 min bei 1100 g konnen die mono- 
nuklearen Leukozyten aus der Interphase zwischen Serum und Ficoll vorsichtig ab- 
pipettiert werden. Die so isolierten Zellen werden einmal mit PBS und zweimai 
mit jeweils 20 ml Lymphozytenkulturmedium/10% FCS in 50 ml Rohrchen ge- 
waschen und pelletiert (jeweils 10 min, 750 g). 
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Anreicherung von T-Lymphozyten durch Nylonwatte-Saulen 

Dieses Anreicherungsverfahren von T-Lymphozyten beruht auf der physikalischen 
Adharenz von B-Lymphozyten und einem Teil der Monozyten an Nylonwatte. Zu 
diesem Zweck wird die Nylonwatte dreimal in destilliertem Wasser aufgekocht, 
bis zur 5 ml Marke in 10 ml Spritzen locker gestopft und autoklaviert (120°C, 20 
min). Vor Gebrauch werden die Saulen zweimal mit 20 ml PBS gespult Zur 
Regulation der Auslaufgeschwindigkeit wird eine Kanule mit einem Durchmesser 
von 0,8 mm aufgesetzt, Beim anschlieBenden Spulen mit 10 ml Lymphozyten- 
kulturmedium wird die Spulflussigkeit bis zum Anfang der Saule abgelassen und 
die Kanule dann mit einem Gummistopfen abgedichtet. Auf jede Saule werden bis 
zu 1x10 PBMC in 1 ml Medium gegeben, dazu wird der Gummistopfen kurz 
abgezogen um die zellhaltige Ftussigkeif eihlaufen zu lassen. Darin wird" ein 
Spritzenstopfen vorsichtig aufgesetzt, um das Austrocknen der Saule zu verhindern 
und eine Kontamination bei der folgenden Inkubation fur 45 min im Brutschrank 
(37X, 5% CO2) zu vermeiden. Die T-Lymphozyten oder NW-PBMC (nylonwool- 
purified PBMC) konnen durch Spulen der Saule mit 20 ml Lymphozytenkultur- 
medium bei aufgesetzter Kanule eluiert werden. 

Die Bestimmung der Immunreaktivitat erfolgt in an sich bekannter Weise 
nach Methoden, die in folgenden Literaturstellen beschrieben sind: 

SAALMULLEIi A., JONJIC, S„ BUHRING, K-l, REDDEHASE, M J. & KOS- 
ZINOJVSKI, U.K (1987). Monoclonal antibodies reactive with swine lymphocytes. 
IL Detection of an antigen on resting T cells down-regulated after activation. J, 
Immunol. J38, 1 852-1857. 

SAALMULLEU A. & hdAURER, S. (1994). Major histocompatibility antigen class 
II expressing porcine T lymphocytes are potent antigen-presenting cells in mixed 
leucocyte culture. Immunobiol, 190, 23-34 

SAALMULLER^ A., HIRZ W., MAURER, S. & WEILAND, E. (1994). Discrimina- 
tion between two subsets of porcine CD8^ cytolytic T lymphocytes by the 
expression of CD5 antigen. Immunology, 81, 578-583. 
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PAULY, T, ELBERS, KONIG, M„ LENGSFELD, SAALMULLER, A, & 
THIEL, H.-J. (1995), Classical Swine Fever Virus-specific cytolytic T lymphocytes 
and identification of a T cell epitope, J. Gen. ViroL, 76, 3039-3049. 

SUMMERFIELD A., RZIHA, H.-J. & SAALMULLER^ A, (1996). Functional 
characterization of porcine CD4^CD8'^ extrathyniic T lymphocytes. Cell 
Immunol, 168, 291-296. 

PAULY, T, WEILAND, E, HIRT, W., DREYER-BUX, C, MAURER, S, SUM- 
MERFIELD, A. & SAALMULLER A. (1996). Differentiation between MHC- 
restricted and non-MHC-restricted porcine cytolytic T lymphocytes. Immunology, 
88, 238-246. 

Beispielsweise wird dazu die foigende Messung der virusantigenspezifischen Proli- 
feration (Proliferationsassay) beschrieben: 

PBMC Oder daraus isolierte Zellpopulationen wurden in Rundbodenmikrotiter- 
platten bei einer Zellzahl von 1x10^ Zellen pro Mikrokultur (200pl/Vertiefung) 
in einer Zellkonzentration von 1 x 10^/ml in MEM alpha-Medium ausgesat. Die 
Stimulation erfolgte durch Zugabe von Virus bzw. Peptiden aus den kodierenden 
Bereichen des Maul- und Klauenseuche Virus (MKSV) Genoms (spezifische 
Aktivierung). Die Angabe der zugegebenen Virusmenge erfolgte in MOI 
(multiplicity of infection), die der Anzahl an infektiosen Partikeln entspricht. Die 
Zellen wurden dann im Brutschrank kultiviert. Nach 5 Tagen wurden 37 kBq 
(1 \iC\) '^H-Thymidin/Vertiefung, das in 20 ^1 Medium aufgenomraen wurde, zu- 
gegeben und die Kultur fur weitere 18 h inkubiert. AnschlieBend wurde durch 
Einfrieren der gesamten Mikrotiterplatte der ^H-Thymidineinbau gestoppt und die 
Zellen lysiert. Mit Hilfe eines Zellerntegerates (Cell Harvester) wurde der Inhalt 
der Mikrotiterplatte auf Filtermatten gesaugt. Diese wurden im Mikrowellenherd 
(160 W, ca. 5 min) getrocknet. Danach wurde eine Feststoffszintillatorplatte im 
Mikrowellenherd (160 W, ca. 2 min) auf die Filtermatte aufgeschmolzen. Nach 
Abkuhien des Szintillators. wurde die Filtermatte in einen durchsichtigen 
Probenbeutel eingeschweiBt und die Radioaktivitat der Einzelkulturen in Zerfallen 
pro Minute (counts per minute, cpm) im Szintillationszahler gemessen. 
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Bestimm ung des IL-2-Gehaltes aus dem Zellkulturuberstand virusantigenspeziFisch 
aktivierter T-Lvmphozvten (;iL-2-assav) 

Zu einer semiquantitativen Bestimmung des Interleukin-2 (IL-2) -Gehaltes porciner 
Leukozytenkulturen wird die murine, IL-2 abhangige HT-2-Zellinie verwendet. 
Diese Zellinie wachst nur in Anwesenheit von IL-2, das sowohl murinen, humanen 
als auch porcinen Ursprungs sein kann. Die Proliferation der HT-2-Zellinie ist 
somit ein Mal3 fur den IL-2-Gehalt im Zellkulturuberstand, der wiederum mit der 
IL-2 Produktion der jeweiligen Zellpopulation korreliert. 

Nach Aktivierung von PBMC oder daraus isolierter Zellpopuiationen wurden nach 
5 Tagen 100 ^1 zellfreier Uberstand aus den jeweiligen Vertiefungen der Mikro- 
ttterplatte abgenommen. Drei Parallelproben wurden vereinigt und in Rundboden- 
mikrotiterplatten in log2-Stufen titriert (Uberstand 1:1, 1:2, 1:4 und 1:8 in 
Medium; jeweils 100 ^l/Mikrokultur). SchlieBlich werden 100 \x\ einer Zell- 
suspension mit 4 x 10^ HT-2 Zellen pro Vertiefung zugefiigt, so dafi das End- 
volumen 200 ^l/Vertiefung betragt. Zur Messung der Proliferation der HT-2 Zellen 
vmrden jeweils triplikate Kulturen angelegt. Als Referenzsubstanz wurde humanes, 
rekombinantes IL-2 mit bekannter Zahl internationaler Einheiten (international 
units, lU) mitgefiihrt und iiber mehrere Stufen titriert. Das Wachstum der HT-2 
Zellen wurde durch Bestimmung der DNA-Synthese quantifiziert. Dazu wurde 
nach 24 h Inkubation ^H-Thymidin (37 kBq/Mikrokultur) zugegeben und danach 
die Zellen fur weitere 18 h im Brutschrank inkubiert. Das weitere Verfahren 
entspricht dem der Messung der Lymphozytenproliferation. 

Messung der zvtolvtischen Aktivitat von virusantigenspezifischen zvtolvtischen T- 
Lvmphozvten 

Virusantigenspezifische zytolytische T-Lymphozyten entstehen durch eine minde- 
stens einwochige Kokultivierung von PBMC eines infizierten Tieres oder daraus 
isolierten Zellpopuiationen (2x10^ Zellen / Vertiefung) mit autologen MKSV-infi- 
zierten (1-10 MOI) Nierenepithelzellen. Die virusantigenspezifische Aktivitat der 
dabei generierten zytolytischen T-Lymphozyten (CTL) wurde uber ^^Chrom- 
Freisetzungstests bestimmt. In diesen Tests wurden die CTL fur 4 bis 8 Stunden 
entweder mit autologen ^^Chrom-markierten MKSV-infizierten Nierenepithelzellen 
Oder peptidbeladenen Nierenepithelzellen kokultiviert und danach das durch die 
CTL-Aktivitat freigesetzte Chrom im Uberstand der jeweiligen Zellkulturen 
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bestimmt. Als Kontrollen fur diesen Versuch wurden nicht-infizierte Nieren- 
epithelzellen mitgefuhrt. Die spezifische Aktivitat der CTL errechnet sich liber 
folgende Formel: 

% spezifische Lyse = x - Spontanlyse / Gesamteinbau - Spontanlyse. 
5 Zur weiteren Analyse von CTL-Epitopen wurden auch rekombinante Vakzinia- 
MKS-Viren eingesetzt, wobei die Vakziniaviren Teilsequenzen des MKSV tragen 
und bei einer Infektion exprimieren. 

Die Herstellung der Peptide erfolgte in an sich bekannter Weise. Zum Beispiel 
wurde die multiple Peptidsynthese auf einem modifizierten Tecan Roboter durch- 
1 0 gefiihrt. 

Dabei ' wurden^ j eweil s 30^ mg "des ADP V-Harzes" (Belaclung" 0,4 mmol/g) zur Dar-" 
stellung der Hexapeptide in die ReaktionsgefaCe eingewogen. Zur Mikrosynthese 
der anderen Peptide kamen je 5 mg des Rink-Amid MBHA-Harzes (0,47 mmol/g) 
zum Einsatz. 

15 Dann konnten die Sequenzen der darzustellenden Peptide dem Steuerungsrechner 
des Synthesizers eingegeben und die benotigten Fmoc-Aminosauren in die Vorrats- 
gefaCe eingewogen werden. Die Aminosauren wurden in 0,5 M HOBt in DMF zu 
einer Konzentration von 0,5 M gelost. Schweriosliche Aminosauren wurden 
5-10 min im Ultraschallbad behandelt, bis eine klare Lbsung vorlag. Die zur 

10 Aktivierung benotigte 2M DIC-Losung woirde mit DCM/DMF (8:2) hergestellt. 
Piperidin, zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe, wird auf 40% in DMF verdunnt 
und mit der DIC-Losung im Synthesizer bereitgestellt. Der Aufbau der Peptide 
erfolgte durch Einfachkupplung und wurde nach dem folgenden Syntheseprotokoll 
durchgefiihrt: 

Fmoc- Abspaltung durch 100 |il 40% Piperidin fur 15 min. 
Sechs Waschzyklen mit je 150 ^1 DMF und 0,3 min. 

Zugabe von 30 ml des Kupplungsreagenz (2M DIC in DMF) in die Reak- 
tionsgefaBe. 

Zugabe von 60 ^il der aktivierten Fmoc-Aminosare (Fmoc-AS gelost in 
0,5 M HOBt/DMF). 

Stehenlassen dieser Lbsung fur 60 min zur Kupplung der Aminosaure. 
Drei Waschzyklen mit je 150 ml DMF, 0,6 min. 



25 1. 
2. 
3. 

4, 

30 

5. 
6. 
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Nach Ende der Synthese wurden die Harze zweimal mit Ether (200 pi) gewaschen 
und getrocknet. 

Zur Abspaltung der in der Mikrosynthese dargestellten Peptide wurde modifiziertes 
Reagenz K (0,75 g kristallines Phenol, 0,25 ml Ethandithiol, 0,5 ml Thioanisol) 
eingesetzt. Alle anderen Peptide sind mit Thioanisol/Thiokresol (1:1) in TFA abge- 
spalten worden. Dabei wurden die Synthesespitzen aus dem Syntheseblock entfernt 
und die Auslaufoffnungen mit flussigem Wachs verschlossen. Konzentrierte TFA 
lost dabei langsam das Wachs an der Auslaufoffnung auf und die Abspaltlosung, 
mit dem bereits vom Harz abgespaltenen Peptid kann nun in die unter den 
Synthesespitzen angebrachten PP-Rohrchen tropfen. In den PP-Rohrchen konnen 
weiterhin die Seitenkettenschutzgruppen abgespalten werden. Es wurden dabei 
150>il-Scave-nger/TFA-Xos^^ je 'Spifze zugegeben und~faF 3li bel Raumtempera^ 
tur inkubiert. In die PP-Rohrchen wurde danach mit einer 8-Kanal-Spritze unge- 
fahr I ml Ether/Heptan (1:1) gegeben und fur 2 h auf -20°C gestellt. Der gebildete 
Niederschlag wurde abzentrifugiert (2000 U/min, 5min), der Ether abdekantiert 
und das Pellet zweimal mit Diethylether (l-2ml) mit Ultraschall resuspendiert und 
erneut zentrifugiert. Zuletzt wurde der Niederschlag in 1-1, 5ml tert.-Butylalko- 
holAVasser (4:1) aufgenommen und lyophylisiert. 

Isolierung von Seren und Bestimmung des Gehaltes spezifischer Antikorper 

Gewinnu ng von Rinder- und Schweineseren 

Unverdunntes Blut wurde so lange bei Raumtemperatur inkubiert, bis es geronnen 
war und sich das Fibrin zusammen mit den Blutzellen abgesetzt hatte. Das im 
Uberstand befmdliche Serum wurde aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. 

Standard-Peptid-ELISA 

Der Standard-Peptid-ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) zum Nachweis 
von virusspezifischen Antikorpern in Seren infizierter oder vakzinierter Tiere vmr- 
de wie folgt durchgefuhrt. 

Die ELISA-Platten (Nunc-Immuno Plate Maxisorb) v^rden mit Peptiden in Kon- 
zentrationen von 0,5, 1 und 3 ^g pro Vertiefung beschichtet. Die Peptide wurden 
zunachst in einer Konzentration von 10 mg/ml in DMSO gelost. Daraus wurde 
dann die Stammlosung von 1 mg/ml in destilliertem Wasser angesetzt. 100 pi der 
in destilliertem Wasser verdiinnten Peptidstammlosung wurden dann uber Nacht 
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bei 37°C eingetrocknet Daraufhin wurden die Flatten fur 2 h bei 37°C mit 3% 
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin, BSA) in PBS vorinkubiert, urn 
unspezifische Bindungen in den folgenden Inkubationsschritten zu verhindern. Die 
Flatten wurden nach jedem Inkubationsschritt dreimal mit FBS-Tween gewaschen, 
vor der Zugabe des Substrates funfmal Sowohi die eingesetzten Seren als auch 
Konjugate wurden in 0,5% BSA in FBS verdiinnt. 

Die Seren infizierter oder vakzinierter Kinder oder Schweine wurden in einer 
Konzentration von 1:100 verwendet. Es wurden je 80 ^1 der Seaimverdunnung pro 
Vertiefung eingesetzt und 1 h bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschen wurde das 
entsprechende Meerrettichperoxidase-gekoppelte Konjugat dazugegeben entweder 
Ziege anti-Rind (Verdiinnung 1:2.500) oder Ziege anti-Schwein (Verdunnung 1: 
5.000). Danach wurde nochmals 1 h Bei 37°C ihk"ub1ert." NaclT mehreren W7sc^^^^ 
schritten wurde zum Nachweis positiver Proben 60 pi Substrat/Vertiefung zugege- 
ben. Als Substrat diente in Citratpuffer gelostes Orthophenylendiamin (OPD). Die 
Umsetzung des Substrates durch die Meerrettichperoxidase in Form einer Farb- 
reaktion erfolgte bei Raumtemperatur im Dunklen. Sie wurde nach ca. 20 min mit 
2 M Schwefelsaure gestoppt, sofern die Farbung der eingesetzten Positivkontrolle 
ausreichend war. Die Farbintensitat wurde im ELISA-MeBgerat bei 492 nm gemes- 
sen. 

Bi otin-S treptavi di n-ELIS A 

Da Schweineseren eine aufierst hohe unspezifische Reaktion zeigen, wurde ver- 
sucht, die Sensitivitat des MeBsystems durch einen modifizierten ELISA zu er- 
hohen. Dazu wurden biotinylierte Peptide verwendet. 

Diese biotinylierten Peptide wurden in den gleichen Konzentration, wie die 
Peptide im Standard-Peptid-ELISA eingesetzt. Anstatt in destilliertem Wasser wur- 
den sie allerdings mit PBS/0,5% BSA verdunnt. 100 pl/Vertiefung dieser Losung 
wurden auf Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten aufgetragen, und 50 pi Se- 
rum entsprechend den Konzentrationen des Standard-Peptid-ELISA zugegeben. 

Nach 1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dreimaligem Waschen mit Waschpuffer 
und Zugabe von 150 pi Meerrettichperoxidase markierte Ziege anti Rind oder 
Ziege anti Schwein Antiseren pro Vertiefung (Verdunnung siehe Standard-Peptid- 
ELISA) wurde 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Erneut wurde dreimal gewa- 
schen und 150 pi Azino-di-3-ethyl-benzthiazoline-sulfonat- (ABTS) Substratlosung 
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pro Vertiefung zugegeben. Die Messung der Extinktion (optical density, OD) er- 
folgte jeweils nach 15 min und 1 h bei 405 nm im ELISA-MeBgerat. 

Kompetitions-ELISA 

Die bisher durchgefuhrten ELISA, der Standard-Peptid- und Biotin-Streptavidin- 
5 ELISA dienen in der Regel zur Detektion linearer B-Zell-Epitope. Haufig erken- 
nen jedoch die betreffenden Immunglobulinmolekule keine linearen, sondern Kon- 
formationsepitope. Diese Art von Epitopen lassen sich unter Umstanden im Kom- 
petitions-ELISA nachweisen. Dazu wurden ELISA-Platten (Nunc-Immuno Plate 
Maxisorb) zuerst mit 100 \xl einer Proteinlosung in geeigneter Konzentration, die 

10 gerade noch eine positive Reaktion im Standard-Peptid-ELISA zeigte, iiber Nacht 
beschichtet. Die Platten wurden dann entsprechend dem Standard-Peptid-ELISA 
■fur 2h m1t"PBS'/3% BSA" vorihkubiert. Vor der Zugabe des Serums (Konzentra- 
tion 1:1000) wurde dieses fur mindestens I h mit 100 ^g/ml der zu untersucheri- 
den Peptide in einer Mikrotiterplatte vorinkubiert. Danach wurde entsprechend 

15 dem Standard-Peptid-ELISA verfahren. 

Ergebnisse 

Identiflzierung linearer B-ZelKEpitope 

Zur Identiflzierung linearer B-Zell-Epitope des MKSV beim Rind und Schwein 
wurden 14mer und 15mer Peptide, die entsprechend des offenen Leserasters des 
20 MKSV-Genoms synthetisiert wurden, darauf untersucht, ob sie von Antikorpern 
von Seren infizierter oder vakzinierter Tiere erkannt werden. 
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Untersuchung svnthetis chen MKSV-Peptide auf lineare B-Zell-Epitop e heim 
Schwein 

Die Peptide mit den ID-Nummern 6, 8, 10, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 43, 44, 45 des Sequenz- 
protokolls wurden als B-Zell Epitope des Schweins identifiziert. 

Identifizierung linearer B-Zell-Ep it ope des MKSV beim Rind 

Die Peptide mit den ID-Nummern 12, 13, 14, 22, 33, 37, 40, 41, 42, 45, 46, 47, 

48 des Sequenzprotokolls Avurden als lineare B-Zell Epitope des MKSV beim Rind 

identifiziert. 

Identifizierung von B-Zell-Konformationsepitopen auf dem 3D-Protein des 
MKSV 

Bei der Durchfuhmng eines Kompetitions-ELISA mit rekombinantem 3D-Protein 
wurden 8 Peptide identifiziert, die in der Lage sind, MKSV spezifische Antikorper 
gegen das 3D-Protein aus dem Serum zu binden. Es handeit sich urn die Peptide 
mit den ID-Nummern 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 11 des Sequenzprotokolls. 

Nutzung der linearen B-Zell-Epitope zur Unterscheidung zwischen MKSV 
infizierten und vakzinierten Tieren 

Es wurden in diesem Test Seren von mit verschiedensten Serotypen des MKSV 
infizierten und vakzinierten Tieren untersucht. Als Kontrollen dienten Seren von 
nicht-infizierten Tieren und Seren von Tieren, die mit dem bovinen Leukamievirus 
(BLV) infiziert waren. 

Es zeigte sich, daB das Peptid mit der ID-Nummer 37 aus dem 2B-Bereich und 
ID-Nummer 48 aus dem 3B-Bereich des MKSV mit vielen Seren von MKSV infi- 
zierten Oder vakzinierten Tieren positiv reagierte. Mit Seren von BLV infizierten 
Tieren oder negativen Seren zeigte es in der Regel keine Reaktion. 

Weiter kann man erkennen, daB Seren von MKSV-Stamm 0,K infizierten Tieren 
im Vergleich zu den anderen Testgruppen mit der groBten Anzahl von Peptiden 
reagierten. Es ist auch ein Unterschied zwischen Typ O infizierten und vakzinier- 
ten Tieren feststellbar. Im Gegensatz zu vakzinierten Tieren, die vor allem mit 
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dem Peptid ID-Nummer 37, 48 und dem Kontrollpeptid Gl-32 reagierten, zeigten 
die Seren infizierter Tiere zusatzlich mit den Peptiden ID-Nummern 12, 13, 40, 
42, 45, 47, 48 eine deutliche Reaktivitat. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BAYER AG 

(B) STRASSE: BAYERWERK 

(C) ORT: LEVERKUSEN 

(E) LAND: GERMANY 

(F) POSTLEITZAHL : D- 5 1 368 

(G) TELEFON: 0214/ 30 61285 

(H) TELEFAX: 0214/ 30 3482 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Immunogene Peptide von Maul- und 
Klauenseuche-Virus 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 48 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) _CQMP_UJER: -IBM-Pacompatifele- - - 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0. Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure ' 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN . 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Glu Arg Val His Val Met Arg Lys Thr Lys Leu Ala Pro Thr Val 
^5 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos'-uren 

(B) ART: Aminos^ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



wo 98/12333 PCT/EP97/04866 

- 18 - 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 2: 

Met Arg Lys Tlir Lys Leu Ala Pro Thr Val Ala His Gly Val Phe 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGN4ENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Leu Ala Pro Thr Val Ala His Gly Val Phe Am Pro Glu Phe Gly 
1 5 10' 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptic! 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Arg Cys Ala Ala Asp Tvr Ala Ser Arg Leu His Ser Val Leu Gly 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKIJLS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(IV) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5; 

Asn Gly Thr Val Gly Pro Glu Val GIu Ala Ala Leu Lys Leu Mel 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQIJBNZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTl SENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6; 

Glu Lys Arg Glu Tyr Lys Phe Val Cys Gin Thr Phe Leu Lys Asp 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Ammos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS; inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Ala Gin Met His Ser Asn Asn Gly Pro Gin He Gly Ser Ala Val 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
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(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

He Gly Ser Ala Val Gly Cys Asn Pro Asp Val Asp Tip Gin Arg 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Val Tip Asp Val Asp Tyr Ser Ala Phe Asp Ala Asn His Cys Ser 
15 10 15 ' 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Giu Asn Lys Arg He Thr Val Gly Gly Gly Met Pro Ser Gly Cys 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 15 Aminos"uren 
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(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(it) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

His Phe Lys Ser Leu Gly Gin Thr He Thr Pro Ala Asp Lys Ser 
15 10 15 ■ 

(2) ANGABEN-ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN- 

(A) LANGE: 1 5 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Leu Lys Ala Arg Asp He Asn Asp He Phe Ala He Leu Lys Asn 
J 5 10 15 • 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICPIEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Ser Glu Glu Lys Phe Val Thr Met Thr Asp Leu Val Pro GIv He 
15 10 15 ' 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: H; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos" ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrani? 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Val Thr MetJThr Asp..Lcu.. Vat-fevGly- lie beu Gki-Lvs-Gln-Artr 
' 5 10 ■ 15 " 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzeistrane 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: mneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Thr Gly Phe He Pro Pro Mel Ala Ser Leu Glu Asp Lys Glv Lvs 
^ 5 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN' 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
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(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Pro Asn Thr Ser Gly Leu Glu Thr Arg Val Val Gin Ala Glu 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Emzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: M 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Glu Leu Tyr Gin Leu Thr Leu Phe Pro His Gin Phe He Asn Pro 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORJvI: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Val Met Val Val Ala Pro Leu Thr Val Asn Thr Glu Gly Ala Pro 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN; 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Emzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(lii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE; JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: mneres Fragment 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Leu Ala Gly Leu Ala Gin Tyr Tyr Thr Gin Tyr Ser Gly Thr He 
^ 5 10 'IS 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
CD) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(IV) ANTISENSE: JA 



(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Glu Thr Thr Asn Val Gin Gly Trp Va] Cys Leu Phe Gin lie Thr 
1 5 10 ■ 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21; 

Gin Gly Trp Val Cys Leu Phe Gin He Thr His Gly Lys Ala Asp 
» 5 10 15 ^ 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 22: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN; 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos-'ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
(lii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(iv) ANTISENSE; JA - 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Tyr Asn Arg Asn Ala Val Pro Asn Leu Arg Gly Asp Leu Gin Val 
^ 5 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETOaT: OT;IN —"^^ — ~- 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGlvlENTS: inneres Fragment' 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Glu lie Lys Ala Leu Phe Leu Ser Arg Thr Thr Gly Lvs Met Glu 
^ 5 10 15' 

(2) ANGABEN ZU SEQ. ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Imear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: mneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Cys Trp Leu Asn Ala He Leu Gin Leu Phe Arg Tyr Val Glu Glu 
^ 5 10 15' 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure • 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPGTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS; inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 25: 

Arg Tyr Val Glu Glu Pro Phc Phe Asp Tm Val Tyr Ser Ser Pro 
^ 5 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1 5 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

._. _ .(Q STRANGFOR-M-EteekilrafiL 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 

Glu Ala He Lys Gin Leu Glu Asp Leu Thr Glv Leu Glu Leu His 
^ 5 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(IV) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 

Asn lie Lys His Leu Leu, His Thr Gly He Gly Thr Ala Ser Are 
15 10 15 
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(2) ANGABEN ZU SEQ [D NO: 28: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aininos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 

- Ala-Ilc-Asp -Asp-eitrA\sp-PlTe"Tyri^m--T^^^^^ 

^ 5 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 15 Aminos"uren 
CB) ART: Aminos"iire 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(lii) HYPOTHETISCH: NEIN 
' (iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 29: 

Thr Pro Asp Pro Ser Asp Val Leu Val Phe Val Pro Tyr Asp Gin 
I 5 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 30: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrank 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 

Thr Asp Leu Gin Lys Met Vai Met Gly Asn Thr Lys Pro Val Glu 
^ 5 10 15 ' 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 31: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Eiuzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptic! 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31; 

Met Leu Ser Asp Ala Ala Leu Mel Val Leu His Aig Glv Asn Arg 
'5 10 15 ■ 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(XI) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 

Leu Leu Lys Met Lys Ala His He Asp Pro Glu Pro His His Glu 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminos^uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 33; 

Pro Phe Phe Phe Ser Asp Val Arg Ser Asn Phe Ser Lys Leu Val 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

(i) SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminos"uren . 

(B) ART: ATninos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: M 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 34: 

Ala Pro Vai Leu Leu Ala Gly Leu Val Lys Val Ala Ser Ser 
i 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35: 

Ala Gly Leu Val Lys Val Ala Ser Ser Phe Phe Arg Ser Thr 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 36: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminos "uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(iv) ANTI SENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 36: 

Val Ala Ser Ser Phe Phe Arg Scr Thr Pro Glu Asp Leu Glu 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 37: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aniinos"uren 

(B) ART: Aniinos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 37: 

Phe Phe Arg Ser Thr Pro Glu Asp Leu Glu Arg Ala Glu Lvs 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 38: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 14 Aminos"uren 
CB) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 38: 

He Ser He Pro Ser Gin Lys Ser Val Leu Tyr Phe Leu He 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 39: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 1 4 Aminos"uren 
CB) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(in) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 39: 

Lys Arg Gin Lys Met Val Asp Asp Ala Vai Asn GIu Tyr He 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 40: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(G)-ST-RA-NGFeRM:-Ein2eIstranP"- 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: .lA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 40: 

Asn GIu Tyr He Glu Lys Ala Asn He Thr Thr Asp Asp Lvs 
1 5 ■ 10 11.) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 41; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 41: 

Thr Asp Asp Lys Thr Leu Asp Glu Ala Glu Lys Ser Pro Leu 
1 5 10 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 42: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM; Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Jinear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(V) ART DES FRAGMENTS: innercs Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 42: 

, Thi^Val .Gl^Pbe_A4:g-Gkv-Ai^T4^FietK Pfo-C^^ 

i 5 10 • ■ 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 43; 

(i) SEQUENZKEbfNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 43: 

Asp Asp Val Asn Ser Glu Pro Ala Gin Pro Val Glu Glu Gin 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 44: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 44: 

Asn Thr Gly Ser He He Asn Asn Tyr Tyr Met Gin Gin Tyr 
1 5 10 " ■ 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 45: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:- 

(A) LANGE: 14 Ammos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS: Peplid 
(lii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE; .lA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 45: 

Gly Pro Tyr Ala Gly Pro Leu Glu Arg Gin Lys Pro Leu Lys 
15 10 * 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 46: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE; 14 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM; Enizelstranc 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(ill) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 46: 

Pro Leu Glu Arg Gin Lys Pro Leu Lvs Val Arg Ala Lys Leu' 
15 10 ' 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 47: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminos"uren 

(B) ART: Aminos"ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 47: 
Gly Pro Tyr Ala Gly Pro Met Glu Arg Gin Lys Pro Leu Lys 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 48 
5 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

10 (A) L-NGE: 14 Aminosluren 

(B) ART: AminosZuie 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEK^LS: Peplid 

(jirVHYP-OIET:iSa=l4-nGm 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 48 

Pro Met Gill Arg Gin Lys Pro Leu Lys Val Lys Ala Lvs Ala 
1 5* ■ • 10 ■ 
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Patentanspriiche 

1. MKSV-Vakzine auf der Basis von Peptiden mit einer Sequenz von minde- 
stens 8 Aminosauren, die einer Teilsequenz aus dam Nichtstrukturprotein- 
bereich des MKSV entspricht, die durch Immunreaktivitat mit MKSV spe- 
zifischen Antikorpern oder durch Immunreaktivitat mit MKSV spezifischen 
T-Lymphozyten selektiert wurde. 

2. Peptide gemal3 Anspruch 1, bestehend aus 8-35 Aminosauren. 

3. Peptide gemaB Anspruch 1, bestehend aus 8-15 Aminosauren. 



MKSV-Vakzine fur Schweine, bei der die Peptide gemaB Anspruch 1 
Teiien von Bereichen auf dem Genom des MKSV entsprechen, die fur die 
Proteine L/L', lA, IB, IC, 2B, 2C, 3 A, 3B, 3C, 3D kodieren. 

MKSV-Vakzine fur Kinder, bei der die Peptide gemaB Anspruch 1 Teiien 
von Bereichen auf dem Genom des NKSV entsprechen, die fur die Proteine 
ID, 2B, 2Q 3 A, 3B kodieren. 

Peptide gemaB Anspruch I, die durch Kupplung an Carrierproteine oder 
inaktivierte Viren modifiziert sind. 

Peptide gemaB Anspruch 1, die durch eine Expression der DNA-Sequenzen 
in rekombinanten Systemen hergestellt werden. 

DNA-Sequenzen, die fur die Peptide gemaB Anspruch 1 kodieren und in 
rekombinanten Systemen enthalten sind. 

Verwendung von Peptiden gemaB Anspruch 1 in Detektionssystemen zum 
Nachweis MKSV infizierter Tiere, zur Unterscheidung vakzinierter und 
infizierter Tiere oder zur Immunisierung von Tieren. 

Verwendung von Peptiden gemaB Anspruch 1 zur Herstellung von Detek- 
tionssystemen zum Nachweis MKSV infizierter Tiere, zur Unterscheidung 



wo 98/12333 PCT/EP97/04866 

- 36 - 



vakzinierter und infizierter Tiere oder zur Herstellung von Vakzinen zur 
Immunisiemng von Tieren gegen MKSV-Infektionen. 
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